Interferon regulatory factor-1 欠損 NODマウスにおける膵島炎及び糖尿病発症の抑制とそのメカニズムの解析 by 李 厳
Interferon regulatory factor-1 欠損 NODマウス
における膵島炎及び糖尿病発症の抑制とそのメカニ
ズムの解析
著者 李 厳
号 1918
発行年 2003
URL http://hdl.handle.net/10097/22410
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
研究科専攻
学位論文題目
リゲン
 李厳(中国)
 博士(医学)
 医博第1918号
 平成15年3月24日
 学位規則第4条第1項該当
東北大学大学院医学系研究科
 (博士課程)医科学専攻
 Interferonregulatoryfactor-1欠損NODマウ
 スにおける膵島炎及び糖尿病発症の抑制とそのメ
 カニズムの解析
論文審査委員
 (主査)
教授岡芳知
教授笹野公伸
 教授佐々木毅
 一33一
論文内容要旨
 背景と目的
 NOD(non-obesediabetic)マウスは,丁細胞を主体とした自己免疫過程により,膵β細胞が
 破壊され絶対的インスリン欠乏を来たし発症する,自己免疫性1型糖尿病のモデルマウスである。
 組織学的には,膵島に単核球が浸潤し膵島炎を形成する。
 Interferonregulatoryfactor-1(IRF-1)は,interferon(IFN)遺伝子の転写因子であるが,
 加えて,IFN誘導遺伝子の発現調節を介して,CD8+丁細胞の分化,Th1反応の誘導,マクロ
 ファージの活性化などに重要な役割を演じており,β細胞破壊に至る過程の多くのステップに関
 わっている。その1型糖尿病発症における役割を解析するために,以前中沢らはIRF-1(一/一)
 NODマウスを作製してその病態を解析し,①IRF-1(一/一)NODマウスでは糖尿病と膵島炎が完
 全に抑制されること,②脾臓細胞にしめるCD8+丁細胞の割合がIRF-1(+/+)NODマウスと
 比較して有意に低いこと,③脾臓細胞はConA,GADペプチド刺激に反応して増殖し,高い
 interleukin(IL)一10/IFNγ比のサイトカイン産生を示すこと,を呈した。これらのことから,
 IRF-1(一/一)NODマウスにおいて免疫反応がTh2側へ偏位していることが,1型糖尿病抑制メ
 カニズムにかかわっていることが示唆された。
 しかしTh1/Th2バランスのTh2側へ偏位では,完全な膵島炎の抑制は説明できない。そこ
 で,本研究では,IRF-1欠損がエフェクター細胞の分化に与える影響に焦点をあて解析した。
 方法と結果
 完全な膵島炎の抑制は,IRF-1(一/一)NODマウスにおける自己抗原反応性エフェクター細胞
 の消失を示唆している。これを明らかにするために,12週齢雌性IRF4(一/一)NODマウスの脾
 細胞を6週齢雌性NOD-SCIDに3.8×107個/匹ずつ腹腔内投与し,10週後,糖尿病と膵島炎を
 評価した。野生型NOD(1RF-1(+/+)NOD)マウスの脾細胞投与では糖尿病を発症したのに対
 し(8/11),IRF-1(一/一)NODマウスの脾細胞投与では全く糖尿病を発症せず(p二〇.0005,
 Fisher'sexactprobabilitytest),軽症の膵島炎が認められたのみであった。
 1RF-1欠損による胸腺細胞の正の選択の異常のために,CD8+丁細胞が減少することが知られ
 ている。そこで,4週齢雌性IRF-1(一/一)NODマウスの胸腺細胞の表面分子をflowcytometry
 によって解析したところ,IRF-1(+/+)NODマウスと比較して,CD4-CD8一『細胞が有意に減
 少していた(2±0.3vs,0.5±0.04%,p=0.03,Mann-WhitneylsUtest)。また,自己成分に
 強く反応する丁細胞受容体を持った未熟な胸腺細胞は,負の選択を受けること,ならびに,
 NODマウスではsemimatureなCD3hlghCD24highsinglepositive胸腺細胞の負の選択に対する
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 低感受性が報告されている。IRF-1はapoptosisのregulatorであることが知られているので,
 IRF-1(一/一)NODマウス胸腺細胞の抗cD3抗体誘発性apoptosis感受性を検討した。50μgの
 抗CD3抗体腹腔内投与2日後,9週齢雌性IRF-1(一/一)NODマウスではIRF-1(+/+)NODマ
 ウスと比較して,CD3hi9℃D8+分画に占めるCD24high細胞の割合は低く(86vs.23%),IRF-1
 欠損により,この分画のapoptosis感受性は回復した。IRF-1(一/一)NODマウスではシクロフォ
 スファミドによって糖尿病が誘発されなかった。
結論
 IRF-1欠損がNODマウスの1型糖尿病,膵島炎を完全に抑制することを初めて示した。IRF-1
 欠損によるCD8+エフェクター丁細胞の減少,ないしは消失,CD4+エフェクター丁細胞の減
 少,並びにTh2免疫反応への偏位が相乗的に働きIRF-1(一/一)NODマウスの糖尿病・膵島炎が
 完全に抑制されたものと考える。丁細胞を介した免疫抑制は,メカニズムに関与していないと考
 えられる。
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 審査結果の要旨
 NOD(non-obesediabetic)マウスは,丁細胞を主体とした自己免疫過程により,膵β細胞が
 破壊され絶対的インスリン欠乏を来たし発症する,自己免疫性1型糖尿病のモデルマウスである。
 組織学的には,膵島に単核球が浸潤し膵島炎を形成する。Interferonregulatoryfactor-1
 (IRF-1)は,interferon(IFN)遺伝子の転写因子であるが,加えて,IFN誘導遺伝子の発現調
 節を介して,CD8+丁細胞の分化,Th1反応の誘導,マクロファージの活性化などに重要な役割
 を演じており,β細胞破壊に至る過程の多くのステップに関わっている。その1型糖尿病発症に
 おける役割を解析するために,以前Nakazawaら(JAutoimmun.200117(2):119-25.)は
 IRF-1(一/一)NODマウスを作製してその病態を解析し,①IRF-1(一/一)NODマウスでは糖尿
 病と膵島炎が完全に抑制されること,②脾臓細胞にしめるCD8+丁細胞の割合がIRF-1(+/+)
 NODマウスと比較して有意に低いこと,③脾臓細胞はConA,GADペプチド刺激に反応して
 増殖し,高いinterleukin(IL)一10/IFNγ比のサイトカイン産生を示すこと,を指摘した。これ
 らのことから,IRF-1(一/一)NODマウスにおいて免疫反応がTh2側へ偏位していることが,
 1型糖尿病抑制メカニズムにかかわっていることが示唆された。
 しかしThl/Th2バランスのTh2側へ偏位では,完全な膵島炎の抑制は説明できない。そこ
 で,本研究では,IRF-1欠損がエフェクター細胞の分化に与える影響に焦点をあて解析した。完
 全な膵島炎の抑制は,IRF-1(一/一)NODマウスにおける自己抗原反応性エフェクター細胞の消
 失を示唆している。これを明らかにするために,12週齢雌性IRF-1(一/一)NODマウスの脾細
 胞を6週齢雌性NOD-SCIDに3.8×10了個/匹ずつ腹腔内投与し,10週後,糖尿病と膵島炎を評
 価した。野生型NOD(IRF-1(+/+)NOD)マウスの脾細胞投与では糖尿病を発症したのに対
 し(8/11),IRF-1(一/一)NODマウスの脾細胞投与では全く糖尿病を発症せず(p二〇.0005,
 Fisher-sexactprobabilitytest),軽症の膵島炎が認められたのみであった。
 IRF-1欠損による胸腺細胞の正の選択の異常のために,CD8←丁細胞が減少することが知られ
 ている。そこで,4週齢雌性IRF-1(一/一)NODマウスの胸腺細胞の表面分子をflowcytometry
 によって解析したところ,IRF-1(+/+)NODマウスと比較して,CD4-CD8}細胞が有意に減
 少していた(2±0.3vs.0.5±0.04%,p=0.03,Mann-Whitney'sUtest)。また,自己成分に
 強く反応する丁細胞受容体を持った未熟な胸腺細胞は負の選択を受けること,ならびに,NOD
 マウスではsemi-matureなCD3h'9℃D24highsinglepositive胸腺細胞の負の選択に対する低感
 受性が報告されている。IRF-1はapoptosisのregulatorであることが知られているので,IRF-
 1(一/一)NoDマウス胸腺細胞の抗cD3抗体誘発性apoptosis感受性を検討した。50μgの抗
 CD3抗体腹腔内投与2日後,9週齢雌性IRF-1(一/一)NODマウスではIRF-1(+/+)NODマ
 ウスと比較して,CD3hlghCD8+分画に占めるCD24h]9h細胞の割合は低く(86vs.23%),IRF-1
 欠損により,この分画のapoptosis感受性は回復した。なお,IRF-1(一/一)NODマウスではシ
 クロフォスファミドによって糖尿病が誘発されなかった。
 以上より,IRF-1欠損により,CD8+エフェクター丁細胞の減少ないし消失と,CD4+エフェ
 クター丁細胞の減少ならびにTh2免疫反応への偏位が相乗的に働き,IRF-1(一/一)NODマウ
 スの糖尿病・膵島炎が完全に抑制されたものと結論した。また,丁細胞を介した免疫抑制は関与
 していないと考えた。
 最終審査の結果,本論文の内容が学位に十分値する事が確認された。
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